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Sels de derive d'amidine et d'inhibiteur de cvclooxvgenase. letir procede 
de preparation, leur application comme medicaments et les compositions 
pharmaceutiques les renfermant 



La presente invention concerne de nouveaux composes presentant une double activity 
biologique, h. savoir qu'ils inhibent h la fois la formation de monoxyde d'azote (NO) et 
1'activite des cyclooxygenases, un procede pour leur preparation, des compositions 
pharmaceutiques les contenant et leur utilisation notamment en tant qu'inhihiteurs de NO 
5 synthase et de eyclooxygenase. 

Les inhibiteurs de la cyclooxygenase ou des medicaments analogues de 1'aspirine, c'est- 
i-dire l'acide ac6tylsalicylique et l'acide salicylique, les derives de I'indole methyie, tels 
que I'indometacine (DCI de l'acide [l-(4-chlorobenzoyl)-5-m6thoxy-2-m6thyl-lH-indole- 
3-yl] acduque et le sulindac (DCI de l'acide [5-fluoro-2-m6thyle-l-[[4-(m6thylsulfinyle) 

10 ph6nyle]-m6thy16ne]-lH-indene-3-yl] acetique, les derives des acides 
N-phenylanthraniliques (meclofenamate, fenamates), les derives d'acide propionique tels 
que l'ibuprofene (DCI de l'acide p-isobutylhydratropique), naproxfcne, fenoprofene, sont 
largement employes et ont fait suffisamment leurs preuves comme medicament efficace en 
th6rapie de rinflammation, avec, cependant, quelques effets secondaires inddsirables & 

15 des dosages eiev6s (R. Flower, S. Moncada et J. Vane, Mechanism of action of aspirin- 
like drugs - In the pharmacological basis of therapeutics Goodman and Gilman, 1985, 
29, 674-715). En outre, ces composes ont €t€ utilises h la fois dans le traitement aigu et 
prophylactique de la migraine. La valeur de ces medicaments est indeniahle, bien que 
leurs nSponses therapeutiques soient souvent incompletes et que, chez certains malades, le 

20 traitement par de tels composes ne soit pas adapte. En raison de leurs proprietes anti- 
inflammatoire et anti-agregante des plaquettes, ces composes ont egalement ett5 utilises 
pour la thrombose et avec une reduction evidente de l'oedeme, dans les modules 
d'ischemies du cerveau et, par consequent, sont proposes dans le traitement et la 
prevention des infarctus, des commotions et des maladies cerebrovasculars (W. 

25 Armstrong Recent trends in research and treatment of stroke, SCRIP, PJB publications, 
— 1991)7 ~ 

L'activite biologique des inhibiteurs de la NO-synthase n'a ete decouverte que plus 
recemment et leur usage therapeutique potentiel est seulement & l'etude. Ces substances, 
dont les structures sont representees par des analogues de la L-arginineet decrites dans le 
30 brevet danois 3041/90, sont des inhibiteurs de la production d'oxyde nitrique (NO). 
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Notre connaissance actuelle sur le NO a 6x6 r6visde en 1991, par Moncada et al, (S. 
Moncada, R.M.J. Palmer, E.A. Higgs : Nitric oxide : physiology, pathophysiology and 
pharmacology - Pharmacological reviews 43, 2, 109-142) et plus recemment par Kerwin 
et al. (Kerwin J., Lancaster J., Feldman P., Nitric oxyde : a new paradigm for second 
5 messengers, J. Med. Chem. (1995), vol. 38, 22, 4343-4362). En substance, il apparait 
que la NO sert de m^canisme de transduction pour la guanyiate cyclase soluble dans les 
plaquettes, le systfcme nerveux, et de molecule effectrice dans les reactions 
immunologiques dans beaucoup de cellules et de tissus, y compris les macrophages et les 
neutrophiles. Le NO est produit enzymatiquement a partir de la L-arginine, par une 

10 enzyme appelee NO synthase. Cette enzyme existe sous deux formes : Tune constitutive 
(endoth61iale et neuronale) et l'autre inductible. Dans certaines pathologies, une 
production excessive de NO peut se produire, comme cela a deji 6t6 d6montr6 au cours 
d'un choc, et tel que cela a 6x6 dficrit dans le brevet prec^demment cii6. Dans ce contexte, 
les inhibiteurs de la NO synthase sont des medicaments efficaces pour pi^venir des 

15 consequences vasculaires et la mortalite causes par une maladie. en particulier lorsqu'ils 
sont combines avec les inhibiteurs de la cyclooxygenase comme Taspirine, 
l'indometacine ou le meclof&iamate. 

Les effets b6nefiques de la combinaison de deux principes actifs dans la meme molecule, 
sont susceptibles de se produire pour les patients souffrant d'autres pathologies, comme 
20 par exemple : 

• les troubles cardiovasculaires et cerebrovasculars comprenant par exemple 
l'atheroscterose, la migraine, Thypertension arterielle, le choc septique, les infarctus 
cardiaques ou cerebraux d'origine ischemique ou hemorragique, les ischemics et les 
thromboses ; 

25 • les troubles du systfcme nerveux central ou periph^rique comme par exemple les 
maladies neurodegeneratives ou Ton peut notmment citer les infarctus cerebraux, les 
demences seniles, y compris la maladie d* Alzheimer, la choree de Huntington, la 
maladie de Parkinson, la maladie de Creutzfeld Jacob, la sclerose lat£rale 
amyotrophique mais aussi la douleur, les traumatismes cerebraux ou de la moelle 

30 epini&re, 1'addiction aux oplac6es, h. Talcool et aux substances induisant une 
accoutumance, les troubles de rejection et de la reproduction, les d&ordrcs cognitifs, 
les encephalopathies ; 

• les maladies prolifdratives et inflammatoires comme par exemple 1'atheroscierose, 
Thypertension pulmonaire, la glomerulonephrite, l'hypertension portale, le psoriasis, 

35 l'arthrose et 1'arthrite rhumatoi'de, les fibroses, les amyloidoses, les inflammations du 
systfcme gastrointestinal (colite, maladie de Crohn) ou du syst&me pulmonaire et des 
voies a6riennes (asthme, sinusites) ; 

• les transplantations d'organe ; 
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« les maladies autoimmunes et virales comme par exemple le lupus, le sida, les 
infections parasitaires et virales, le diabfcte, la sclerose en plaque ; 

• le cancer ; ou 

♦ toutes les pathologies caract6ris6es par une production ou un dysfonctionnement de 
NO et/ou des cyclooxygdnases. 

L'invention a ainsi pour objet les produits de formule generate I 

A.B (I) 

sous forme de sel, dans laqueile 

A represente un inhibiteur de cyclooxygenase prfisentant une fonction carboxy ; 
B represente un compose de formule generate Ib 

^c-nh 2 

dans laqueile 

Ri represente H, le radical nitro ou phenyle, le radical phenyle dtant eventuellement 
substitue par un ou plusieurs substituants choisis parmi les radicaux halo, cyano, 
nitro, trifluoromdthyle, alkyle inferieur ou alkoxy inferieur ; 

R2 represente un radical alkyle inferieur ; alkylthio inferieur ; alkylthioalkyle ; aryle 
eventuellement substitue par un ou plusieurs substituants choisis parmi les radicaux 
halo, cyano, nitro, trifluoromethyle, alkyle inferieur ou alkoxy inferieur ; ou amino 
eventuellement substitue par un radical choisi parmi les radicaux nitro, amino, alkyl 
inf6rieur ou phenyle, le radical ph6nyle etant lui-meme eventuellement substitue par 
un ou plusieurs substituants choisis parmi les radicaux halo, cyano, nitro, 
trifluoromethyle, alkyle inferieur ou alkoxy inferieur ; 

et lorsque A represente l'acide acetylsalicylique et R ( l'atome d'hydrogfene, alors R2 ne 
represente ni un radical aryle ni un radical phenylamino, le radical phenyle etant 
eventuellement substitue. 

Dans les definitions indiquees ci-dessus, le terme halo represente le radical fluoro, 
chloro, bromo ou iodo, de preference fluoro ou chloro. 

L'expression alkyle inferieure represente de preference un radical alkyle ayant de 1 h 
6 atomes de carbone lineaire ou ramifie et en particulier un radical alkyle ayant de 1 & 
4 atomes de carbone tels que les radicaux methyle, ethyle, propyle, isopropyle, butyle, 
isobutyle, sec-butyle et tert-butyle. Les radicaux alkoxy inferieurs peuvent correspondre 
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aux radicaux alkyle indiqu6s ci-dessus. On pr&fere les radicaux m^thoxy, tSthoxy ou 
isopropyloxy. 

L'expression aryle represente un radical aromatique, constitute d'un cycle ou de cycles 
condenses ; chaque cycle peut 6ventuellement contenir un ou plusieurs h6t6roatoraes 
5 identiques ou diff&ents choisis parmi le soufre, 1'azote ou l'oxygene. Des exemples de 
radical aryle sont les radicaux ph&iyle, naphtyle, thi&iyle, furyle, pyrrolyle, imidazolyle, 
pyrazolyie, isothiazolyle, thiazolyle, isoxazolyle, oxazolyle, pyridyle, pyrazinyle, 
pyrimidyle, benzothienyle, benzofuryle et indolyle. 

L'invention a plus particulierement pour objet les produiis de foimule generale I telle que 
10 d^finie ci-dessus, caracterisee en ce que le compost A est choisi parmi les salicylates tels 
que l'acide salicylique et ses d6rives, l'indomdtacine, le sulindac, les fenaraates et les 
d£riv6s de l'acide propionique. 

Parmi les d6rives de l'acide salicylique, on peut citer les composes obtenus par 
est^rification de la fonction carboxy de l'acide salicylique comme, par exemple, le 

15 salicylate de m&hyle, les composes obtenus par substitution du radical hydroxy de l'acide 
salicylique comme, par exemple, l'acide ac6tylsalicylique ou bien les composes obtenus 
par l'ajout de substituant(s) sur les sites libres du radical phenyl de l'acide salicylique 
comme, par exemple, le diflunisale. Parmi les fenamates, on peut citer l'acide 
m£f6namique, m6clotenamique, flufdnamique et tolfdnamique. Comme exemples de 

20 d&iv6s de l'acide propionique, on peut citer les composes tels que ibuprofene, 
naproxfene, tenoproffcne, fenbuffcne, flurbiprofene, indoprofene, k6toproftne ou 
supropftne. 

L'invention a particulierement pour objet les composes de formule generale I telle que 
d&rite ci-dessus, caractgrisde en ce que 

25 - A represente l'acide salicylique, le salicylate de m£thyle, l'acide ac£tylsalicylique v 
l'indomdtacine, le sulindac, l'acide m6fdnamique, l'acide mdclofcnamique ou 
l'ibuproffene ; et 

- B est de formule g6n£rale (I B ) telle que dtfinie ci-dessus dans laquelle Ri represente H, 
le radical nitro ou phtJnyie, le radical phdnyle <Stant 6ventuellement substitue par un ou 

30 plusieurs substituants choisis parmi les radicaux chloro, fluoro, cyano, nitro, 
trifluorom&hyle, mgthyle, 6thyle, met hoxy, tSthoxy ou_isopropyloxy_;.et R 2 _repr6sente 
un radical amino ; hydrazino ; nitroamino ; mgthylamino ; dthylamino ; m6thyle ; £thyie ; 
m6thylthio ; m&hylthiomgthyle ; ph£nyle £ventuellement substitufi par un ou plusieurs 
substituants choisis parmi les radicaux chloro, fluoro, cyano, nitro, trifluorom£thyle, 

35 m&hyle, 6thyle, methoxy, 6thoxy ou isopropyloxy ; thidnyle ; furyle ou pyrrolyle. 
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Plus particulifcrement, 1'invention a pour objet les produits d6crits ci-apres dans les 
exemples, en particulier les produits repondant aux formules suivantes : 

- salicylate d'aminoguanidine ; 

- ibuprofenate d'aminoguanidine ; 

5 - indomethacinate d'aminoguanidine ; 

- acetylsalicylate de m6thylguanidine ; 

- salicylate de methylguanidine ; 

- ibuprofenate de mdthylguanidine ; 

- mefgnamate de methylguanidine. 

10 L 'invention a egalement pour objet un precede de preparation des produits de formule 
generale I telle que definie ci-dessus, caract6rise en ce que Ton fait r^agir dans leau, a 
une temperature comprise entre la temperature ambiante et 70 °C, un melange du 
compose de formule A telle que definie ci-dessus avec un compose de formule B telle 
definie ci-dessus. 

15 Lors de la mise en ceuvre du procede, le compose de formule A peut etre utilise tel quel 
ou sous forme de sel comme, par exemple, le sel de sodium. De meme, le compose de 
formule B peut etre utilise tel quel ou sous une forme comme, par exemple, son 
bicarbonate ou son hydrochlorure. 

Les produits de formule A sont connus ou peuvent etre fabriques par les methodes 
20 connues de I'homme de metier. Les produits de formule B peuvent etre obtenus en 

appliquant les methodes de preparation d'amidines connues de Thomme de metier 

(Schwan TJ. et coll., J. Pharm. Sci. (1975), 64, 337-338 ; Roger R et coll., Chem. 

Rev. 61, 179, (1961) ; Tetrahedron, 29(14), 2147-51 (1973); Patai S., Chem. 

Amidines Imidates, vol.1, 283-348 (1975) ; Patai S., Chem. Amidines Imidates, vol.2, 
25 339-366 (1990)). 

Les composes de la pr6sente invention poss&dent d'int6ressantes proprietes 
pharmacologiques. lis presentent une double activite biologique, i savoir qu'ils inhibent h 
la fois le processus de la L-arginine / oxyde nitrique (NO) et le processus de la 
cyclooxygenase. Les composes de la pr6sente invention peuvent ainsi etre utilises dans 
30 differentes applications therapeutiques. 

Compte tenu du role potentiel de la NO synthase et de la cyclooxygenase dans la 
physiopathologierles compose$~selon finvention peuvent produire des ef fets benefiques 
et favorables dans le traitement des : 

- troubles cardiovasculaires et cerebrovasculaires, comprenant, par exemple, les 
35 migraines, les congestions cerebrates, les infarctus, les ischemics, les chocs septiques, 

endotoxiniques et h6morragiques, les douleurs ; 



WO 97/03678 



-6- 



PCT/FR96/01095 



- diverses formes d'inflammation, comprenant, par exemple, les fifcvres rhumatismales 
aigues, les arthrites rhumatismales ou d'autres types d'arthrites, l'osteo-arthrite, l'asthme; 

- troubles du systfcme immunitaire, comprenant les infections virales ou non virales, les 
maladies auto-immunes et toutes les pathologies caractdristSes par une production 

5 excessive d'oxyde nitrique et/ou des metabolites d'acide arachidique. 

On trouvera ci-apr£s, dans la partie experimentale, une illustration des propri6t6s ' 
pharmacologiques des composes de l'invention. 

Ces propri6t6s rendent les produits de formule I aptes a une utilisation pharmaceutique. 
La presente demande a egalement pour objet, a litre de medicaments, les produits de 
10 formule I telle que definie ci-dessus ainsi que les compositions pharmaceutiques 
contenant, a litre de principe actif. Tun au moins des medicaments tels que definis 
ci-dessus. 

L'invention concerne ainsi des compositions pharmaceutiques contenant un compose de 
l'invention, en association avec un support pharmaceutiquement acceptable. La 
15 composition pharmaceutique peut etre sous forme d'un solide, par exemple, des poudres, 
des granules, des comprimds, des geiules ou des suppositoires. Les supports solides 
appropries peuvent etre, par exemple, le phosphate de calcium, le stearate de magnesium, 
le talc, les sucres, le lactose, la dextrine, l'amidon, la gelatine, la cellulose, la cellulose de 
m6thyle, la cellulose carboxymdthyle de sodium, la polyvinylpyrrolidine et la circ. 

20 Les compositions pharmaceutiques contenant un compost de l'invention peuvent aussi se 
presenter sous forme liquide, par exemple, des solutions, des Emulsions, des 
suspensions ou des sirops. Les supports liquides appropries peuvent etre, par exemple, 
1'eau, les solvants organiques tels que le glycerol ou les glycols, de meme que leurs 
melanges, dans des proportions varices, dans Feau, additionntSs & des huiies ou des 

25 graisses pharmaceutiquement acceptables. Les compositions pharmaceutiques selon 
Tinvention peuvent etre administr£es selon les modes d'administration classique telle 
administration orale ou par injection intramusculaire, intraperitoneale, intraveineus ou 
sous-cutan£es. 

L'invention a egalement pour objet rutilisation des produits de formule I telle que definie 
30 ci-dessus, pour la preparation de medicaments destines & traiter les troubles 
cardiovasculaires et cerebrovascular, de medicaments destines k traiter diverses formes 
d'inflammation, de medicaments destines a traiter les troubles du systfcme immunitaire. 

Les exemples suivants sont presentes pour illustrer les procedures ci-dessus et ne doivent 
en aucun cas etre considers comme une limite h. la portee de Tinvention. 
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PARTIE EXPERIMENT A T,E ; 
Exemple 1 : salicylate d'aminoguanidine 

On dissout, en chauffant vers 70 °C, 420 mg (2,5 mmol) d'aminoguanidine bicarbonate 
dans 25 ml d'eau, puis on rajoute en agitant une solution aqueuse de 400 mg de 
• 5 salicylate de sodium. On chauffe le melange pendant 20 minutes puis on lyophilise 
(poudre blanche ; p.f. = 148° C). 

Exemple 2 : ibuprofenate d'aminoguanidine 

On dissout, en chauffant vers 70 °C, 420 mg (2,5 mmol) d'aminoguanidine bicarbonate 
dans 25 ml d'eau. On rajoute une solution aqueuse de 570 mg de sel de sodium 
10 d'ibuprofene. On prolonge le chauffage pendant 20 minutes puis on lyophilise (poudre 
blanche; p.f. = 134° C). 

Exemple 3 : indomdthacinate d'aminoguanidine 

On procfcde comme d£crit dans l'exemple 1, mais en utilisant de l'indomethacine 4 la 
place du salicylicate de sodium (poudre jaune ; p.f. = 196° C). 

15 Exemple 4 : acety Salicylate de mdthylguanidine 

On dissout 450 mg (2,5 mmol) d'acide acdtylsalicylique dans 20 ml d'eau contenant 
2,5 ml de NaOH 1 N. On rajoute, ensuite, 237,8 mg de chlorhydrate de 
methylguanidine dans 10 ml d'eau. On poursuit Tagitation pendant 15 minutes. On 
obtient une solution limpide. La lyophilisation fournit une poudre blanche 
20 (p.f. = 153° C). 

RMN-lH (100 MHz, D 2 0) : 7,3-6,6 (m, 4H, aromatique) ; 2,3 (s, 3H, NCH 3 ) ; 
1,8 (s, 3H, COCH 3 ). 

Exemple £ : salicylate de m&hylguanidine 

On dissout, a chaud, 345 mg (2.5 mmol) d'acide salicylique dans 20 ml d'eau 
25 contenant 2,5 ml de NaOH 1 N. On rajoute une solution de chlorhydrate de 
mdthylguanidine (2,5 mmol) dans 10 ml d'eau. On poursuit Tagitation h 40 °C pendant 
, 10 minutes. La lyophilisation fournit une poudre blanche tvts volumineuse 

(p.f. = 140° C). 

30 Exemple 6 : ibuprofenate de methylguanidine 

On dissout, h chaud, 2.5 mmol d'ibuprofen dans 20 ml d'eau contenant 2,5 ml de 
NaOH 1 N. On rajoute une solution de chlorhydrate de methylguanidine (2.5 mmol) 
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dans 10 ml d'eau. On chaffe en agitant ii 60 °C pendant 15 minutes. La lyophilisation 
foumit une poudre blanche (p.f. = 174° C). 

*H-NMR (100 MHz, D 2 0) : 7,2 (s, 4H, aromatique) ; 3,4 (q, 1H, C 6 H 6 -CH(Me)-Cb) 
; 2,6 (s, 3H, NCH 3 ) ; 2,25 (d, 2H, QbC*^) ; 1,6 (m, 1H, CftLCH 3 ) 2 ) ; 1,2 (d, 
3H, -CH(CH 3 )-C0 2 H) ; 0,8 (d, 6H, 2CH 3 ). 

Exemple 7 : m&'&iamate de mdthylguanidine 

On procfcde comme d6crit dans 1'exemple 6, mais en utilisant l'acide mefenamique k la 
place de Tibuprofene. Au refroidissement, le compose precipite. On filtre et sdche le 
produit (p.f. = 124° C). 

iH-NMR (100 MHz, D2O) : 8,1 (m, 1H, H en 0 de C0 2 H) ; 7,2-6,8 (m, 6H, 
2C 6 H 6 ) ; 2,9 (s, 3H, NCH 3 ) ; 2,4 et 2,3 (d, 2CH 3 C 6 H 6 ). 

En utilisant le procede indique ci-dessus, on peut egalement preparer les produits 
suivants, qui font Egalement partie de 1'invention et qui constituent des produits 
pr£fdres : 



Tableau 1 



Compost 


A 


B 

Ri R2 


C 


acide salicylique 


nitro 


hydrazino 


D 


acide salicylique 


H 


m£thylamino 


E 


acide salicylique 


2-fluorophtSnyle 


amino 


F 


acide acdtylsalycilique 


4-m6thoxyph6nyle 


Sthyle 


G 


acide acetylsalycilique 


nitro 


£thoxy 


H 


salicylate de m6thyle 


3-chlorophtJnyle 


m£thyle 


I 


salicylate de methyle 


H 


hydrazino 


J 


indom&acine 


3,4-dichloroph£nyle 


propyle 


K 


indom&acine 


4-m6thylph£nyle 


hydrazino 


L 


indom&acine 


H 


mdthvlamino 


M 


indom&acine 


nitro 


£thylamino 


N 


indom6tacine 


nitro 


3-chlorophenyle 


O 


sulindac 


3-cyanophdnyle 


amino 


P 


sulindac 


H 


m&hylamino 


0 


sulindac 


H 


hydrazino 


R 


acide mefenamique 


H 


amino 


S 


acide metenamique 


H 


thidnyle 


T 


acide mefenamique 


nitro 


hydrazino 
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Tableau 1 (suite) 



n 


iti AMnfi^nnrniriii^ 

tldUw lllCClUlCIiullllvJUC 


HxiXKJ 


nrmnn 
alHUlKJ 


V 


acide m6clofenamique 


3-trifluoroph6nyle 


isopropyloxy 


w 


ibuproffene 


H 


m^thylthiom^thyle 


X 


ibuproffene 


nitro 


mdthyle 


Y 


ibuprofene 


nitro 


furyle 



Etude pharmacologique des produits de l'invention 

Les composes de l'invention ont ete soumis a des tests biologiques in vitro, afin de 
prouver leur activity a bloquer la NO synthase inductible et la cyclooxygenase. Us ont 6t6 
5 compares a des substances de references telles que Faminoguanidine, la L-nitroarginine, 
I'ibuprotene, I'indomdtacine, l'acide acetylsalicyiique. 

1 ) Effet in vitro sur la NO synthase inductible de macrophages murins 
■T774A1 : 

Le test consiste a mesurer la transformation par la NO synthase de la L-arginine en 
10 L-citrulline d'aprfcs la mdthode de Bredt et Snyder (Proceedings of the National Academy 
of Sciences USA 87, 682-685, 1990). Les macrophages murins J774A1 produisent une 
grande quantity de NO aprfes activation par les lipopolysaccharides (LPS) et rinterf6ron-y 
(IFN-y). Les cellules sont cultivees dans du milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's 
Medium) enrichi avec 10 % de serum de veau foetal h 37° C sous une atmosphere de 
15 5 % de CO2 apr&s activation par le LPS et 1'IFN-y. Elles sont ensemenc6es & raison de 
5000 cellules/cm 2 dans des flacons de 150 cm 2 . Les incubations se font en presence de 
LPS (1 ng/ml) et d'lFN-y murin (50 U/ml) dans du DMEM enrichi avec 10 % de s6rum 
de veau festal. La NO synthase est isolfe avec un tampon d'extraction (HEPES 50 mM, 
pH 7,4, dithiothrditol 0,5 mM, pepstatin A 1 mg/ml, leupeptine 1 mg/ml, inhibiteur de 
20 trypsine de soja 1 mg/ml, antipaine I mg/ml et PMSF 10 mg/ml). Apres sonication 
dans le tampon d'extraction h 4° C, les homog^nats sont ultra-centrifug6s ( 100 000 g & 
4° C pendant 1 heure). 

Le dosage se fait dans des tubes a essai en verre dans lesquels sont distributes 100 Jil de 
tampon d'incubation contenant 100 mM d'HEPES, pH 7,4, 1 mM de dithiotr&tol, 

25 2,5 mM de CaCl2, 10|iM de t6trahydrobiopt6rine, FAD 10 ^M. BSA 1 mg/ml, 
. ^M-de-NADPJfcreduit, 2 mMrd^pTA-e^ \j& d'une 

solution contenant 100 nM d'arginine trittee (activity sp6cifique : 56,4 Ci/mmole, 
Amersham) et 40 |iM d'arginine non radioactive. La reaction est initide en ajoutant 50 ^1 
d'homogenat, le volume final &ant de 200 \il (les 25 (il manquants sont soit de 1'eau, 

30 soit le produit teste). Apits 15 minutes, la reaction est stopple avec 2 ml de tampon 
d'arret (20 mM d'HEPES, pH 5,5, 2 mM d'EDTA). Aprds passage des echantillons 
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sur une colonne de 1 ml de r^sine DOWEX, la radioactivity est quantif&e par un 
spectromfetre h scintillation liquide. 

Les rdsultats sont exprimds en valeur de CI50 et sont r&umds dans le tableau du 
paragraphe 2 (premiere colonne de resultats intitul6e "NO synthase inductible, formation 
5 de citrulline"). 

2) Effet in vitro sur la production de nitrites par les macrophages 
jnurin$ J774AJ : 

Ce test est utilise pour mesurer l'activite inhibitrice des produits sur la NO synthase 
inductible de cellules en cultures. Les cellules sont cultivges dans du milieu DMEM 

10 (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) enrichi avec 10 % de serum de veau foetal a 
37° C sous une atmosphere de 5 % de CO2. Pour les experiences, elles sont rdparties en 
plaques 96 puits (50 (MM) cellules par puits) et incubees dans du DMEM sans rouge de 
phenol a 10 % de serum de veau foetal avec du LPS (1 |!g/ml) et de FIFN-y murin 
(50 U/ml) en presence ou en 1'absence des produits a tester. Aprfcs 48 heures, la 

15 concentration de nitrites dans les milieux de culture, produits de d6gradation du NO, est 
mesurfe par une mdthode colorimgtrique selon Green et al. Analytical Biochemistry 126, 
131-138 (1982). Les rdsultats sont exprim6s en valeur de CI50 et sont r£sum£s dans le 
tableau du paragraphe 2 (deuxieme colonne de resultats intitulee "NO synthase 
inductible, formation de nitrites"). 



CIsoOiM) 


Produits 


NO synthase inductible 


NO synthase inductible 




(formation de citrulline) 


(formation de nitrites) 


Aminoguanidine 


20 


22 


L-nitroarginine 


21 


100 


Ibuprofene 


inactif 


inactif 


Indometacine 


inactif 


inactif 


Exempie 2 


11 


16 


Exemple 3 


26 


33 



20 3) gffet jn yjtrp sur la product de nitrites et de PgE2 par des 

geiiyi^-miicrQglialfis de rat : — 

Les cellules microgliales sont isoltSes a partir de cultures de cellules gliales provenant de 
cortex de rat Wistar nouveau-n6 d'apiis le protocole de Thfiry et coll. (1991). Les cellules 
microgliales sont ensemencees dans des plaques 24 puits a raison de 5.10 s cellules par 
25 ml et 0,5 ml par puits. Les cellules microgliales sont incubees en presence de LPS 
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(10 |Xg/ml) et des inhibiteurs pendant 24 heures k 37° C sous une atmosphere h 5 % de 
C02- Apr&s 24 heures, les surnageants sont pr£lev6s afin de mesurer les concentrations 
de nitrites et de PGE2- La PGE2 est dos£e a 1'aide d'un dosage radioimmunologique 
commercialism par NEN selon le mode op6ratoire ddcrit par le fabricant. Chaque 
5 echantillon est dos6 en duplicaL Les resultats sont exprim6s sous forme de CI50 calcul&s 
1 l'aide d'une regression lindaire sur la partie lindaire de la courbe dmhibition (logiciei 
FigP6C). Les nitrites sont doses selon la mdthode de Green et al (Analytical Biochemistry 
126, 131-138, 1982). Les resultats sont exprimes sous forme de CI50 et sont indiquds 
dans le tableau ci-dessous pour l'exemple 2. 



Produit 


Production de nitrites 


Production de PGE2 


CI50 (|iM) 


CIso(^M) 


Exemple 2 


97 ± 35 


3,1 ± 1,9 


Aminoguanidine 


109 ±44 


inactif 


Ibuproffcne 


inactif 


1,3 ±0,22 



10 4) Effet in vitro sur la cvclooxvgenase inductible : 

La cyclooxyg6nase existe sous deux isoformes, la COX-1 (constitutive) et la COX-2 
induite par les agents inflammatoires mitogfcnes, cytokines et endotoxines. Les composes 
ont 6\& testes sur l'activitE enzymatique des deux isoformes semi-purifi&s. 

Le principe du test est de quantifier la transformation de l'acide arachidonique (AA) en 
15 PGE2 par la COX-1 ou la COX-2. La mdthode est inspire de Futaki et al. 
(Prostaglandins, 47, 55-59, 1994). La COX-1 (Prostagiandine H synthase-1, 
EC 1.14.9.1) est conserve in -80° C et provient de v^sicule s^minale de bcJlier. La 
COX-2 (Prostagiandine H synthase-2) est aussi conserv6e h -80° C et provient de 
placenta de brebis. 

20 Les tubes sont rempiis avec 500 \il de tampon (100 mM de Tris HCL pH 8, 1 \iM 
d'h6matine, 1 mM de phenol) et les composes de Tinvention ou les substances de 
reference & des concentrations allant de 1 nM & 1 mM. Les tdmoins sont du tampon sans 
inhibiteurs. Aprfcs 2 minutes d'incubation avec 5U (COX-2) ou 10 U (COX-1) 
d'enzyme, 5 |il d'acide arachidonique i 10 |iM sont ajoutds pour 2 minutes. La reaction 

25 est arretfe avec 30 \xl d'HCl & IN. L'ex traction se fait sur "des colonnesSeppack C18 
(Waters). Aprfes Evaporation h sec, la PGE2 est mesurte par dosage radioimmunologique 
1 partir d'une trousse commerciale. Les resultats sont exprimes en valeur de CI 50 et sont 
resumes dans le tableau ci-dessous. 
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CIso(tiM) 


Produits 


COX-1 


COX-2 


Acide acetylsalicylique 


77.8 


648 


Acide salicylique 


> 1000 


> 1000 


Acide mefenamique 


83,9 


388 


Ibuprofene 


> 1000 


> 1000 


Indom6tacine 


0,54 


15,9 


Aminoguanidine 


> 1000 


> 1(M)0 


L-nitroarginine 


> 1000 


> 1000 


Exemple 2 


459 


525 


Exemple 3 


0,108 


29,4 


Exemple 4 


243 


> 1000 


exemple 5 


> 1000 


> 1000 


Exemple 6 


> 1000 


> 1000 


Exemple 7 


411 


331 
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R1EVENPICATIONS 



1. Les composes de formule generate I : 

A.B (I) 

sous forme de sel, dans laquelle 
5 A represente un inhibiteur de cyclooxygenase presentant une fonction carboxy ; 

B represente un composd de formule gdndrale Ib 

JX-NH, 
- Ib 

dans laquelle 

Ri represente H, le radical nitro ou phdnyle, le radical phenyle 6tant eventuellement 
10 subsume par un ou plusieurs substituants choisis parmi les radicaux halo, cyano, 

nitro, trifluoromethyle, alkyle infdrieur ou alkoxy infdrieur ; 

R2 represente un radical alkyle inferieur ; alkylthio infdrieur ; alkylthioalkyle ; aryle 
eventuellement substitue par un ou plusieurs substituants choisis parmi les radicaux 
halo, cyano, nitro, trifluoromethyle, alkyle infdrieur ou alkoxy inf&ieur ; ou amino 
15 eventuellement substitud par un radical choisi parmi les radicaux nitro, amino, alkyl 

infdrieur ou phdnyle, le radical phdny le dtant lui-meme Eventuellement substitud par 
un ou plusieurs substituants choisis parmi les radicaux halo, cyano, nitro, 
trifluoromdthyle, alkyle inf&rieur ou alkoxy infdrieur, 

et lorsque A reprdsente i'acide acdtylsalicylique et R { l'atome d'hydrogdne, alors R2 ne 
20 reprdsente ni un radical aryle ni un radical phdnylamino, le radical phdnyle dtant 
eventuellement substitud. 

2. Les composes de formule gendrale I telle que ddfinie b. la revendication 1, 
caractdrisde en ce que le composd A est choisi parmi les salicylates, l'indomdtacine, le 
sulindac, les f&namates et les d£riv£s de lacide propionique. 
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3, Les composes de formule generate I telle que definie h l'une des revendications 1 ou 
2, caract&isfe en ce que 

- A represente l'acide salicylique, le salicylate de methyle, l'acide acetylsalicylique, 
rindometacine, le sulindac, l'acide mefenamique, l'acide meclof^namique ou 

5 l'ibuprofene ; et 

- B est de formule generate (Ib) telle que definie a la revendication 1 dans laquelle Rj 
represente H, le radical nitro ou phenyle, le radical phenyle etant eventuellement substitue 
par un ou plusieurs substituants choisis parmi les radicaux chloro, fluoro, cyano, nitro, 
trifluoromethyle, methyle, ethyle, methoxy, ethoxy ou isopropyloxy ; et R2 represente 

10 un radical amino ; hydrazino ; nitroamino ; methylamino ; ethylamino ; methyle ; ethyle ; 
mdthylthio ; mfithylthiomdthyl ; phenyle eventuellement substitue par un ou plusieurs 
substituants choisis parmi les radicaux chloro, fluoro, cyano, nitro, trifluoromethyle, 
methyle, Ethyle, methoxy, ethoxy ou isopropyloxy ; thienyle ; furyle ou pyrrolyle. 

4. Les composes de formule generale I telle que definie a Tune des revendications 1 & 3 
15 et repondant aux formules suivantes : 

- salicylate d'aminoguanidine ; 

- ibuprofifnate d'aminoguanidine ; 

- indomethacinate d'aminoguanidine ; 

- acdtylsalicylate de methylguanidine ; 
20 - salicylate de methylguanidine ; 

- ibuprofenate de methylguanidine ; 

- mefenamate de methylguanidine. 

5, Proc6dt5 de preparation des produits de formule generate I telle que definie & la 
revendication 1 , caracterise en ce que Ton fait n5agir dans I'eau, a une temperature 

25 comprise entre la temperature ambiante et 70 °C, un melange du compose de formule A 
telle que definie h la revendication 1 avec un compost de formule B telle definie & la 
revendication 1. 

6. A titre de medicaments, les produits de formule I telle que definie i la 
revendication L 

30 7. A titre de medicaments, les produits de formule I telle que definie a Tune des 
revendications 214. 

8. Compositions pharmaceutiques contenanu 1 titre de principe actif, Tun au moins des 
medicaments tels que definis a Tune des revendications 6 ou 7. 
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9. " Utilisation des produits de formule I telle que ddfinie a Tune quelconque des 
revendications 15 4 pour la preparation de medicaments destines k traiter les troubles 
cardiovasculaires et cerebrovasculars, comprenant, par exemple, les migraines, les 
congestions cerebrates, les infarctus, les ischemics, les chocs septiques, endotoxiniques 

5 et h&norragiques, les douleurs. 

10. Utilisation des produits de formule I telle que ddfinie a Tune quelconque des 
revendications 1 a 4 pour la preparation de medicaments destines a traiter les diverses 
formes d'inflammation comprenant les fievres rhumatismales aigues, les arthrites 
rhumatismales ou d'autres types d'arthrites, l'osteo-arthrite, l'asthme. 

10 11. Utilisation des produits de formule I telle que definie a l'une quelconque des 
revendications 1 h 4 pour la preparation de medicaments destines a traiter les troubles du 
systeme immunitaire, comprenant les infections virales ou non virales, les maladies auto- 
immunes et toutes les pathologies caracterisees par une production excessive d'oxyde 
nitrique et/ou des metabolites d'acide arachidique. 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



-national Application No 

PCT/FR 96/01G95 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 6 A61K31/60 A61K31/405 A61K31/195 A61K31/19 A61K31/155 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 

B. FIELDS SEARCHED 

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 6 A61K 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category" 


Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to daim No. 


A 


US.A.4 324 801 (MATSUZAKI MEIKI ET AL) 13 
April 1982 
see abstract 


l-n 


A 


PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

vol. 010, no. 339 (C-385), 15 November 

1986 

& JP.A.61 143320 (BANYU PHARMACEUT CO 
LTD), 1 July 1986, 
see abstract 


l-n 


A 


PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

vol. 006, no. 024 (C-091), 12 February 

1982 

& JP,A,56 147761 (BANYU PHARMACEUT CO 
LTD), 16 November 1981, 
see abstract 

-/- 


l-ii 



0 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



0 



Patent family members arc listed in annex. 



* Special categories of cited documents : 

'A* document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

'E* earlier document but published on or after the international 
filing date 

'L* document which may throw doubts on priority daim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

'O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

'P* document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



T later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X* document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

"Y" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 

5 December 1996 


Date of mailing of the international search report 


Name and mailing address of the [SA 

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Td. ( + 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nt, 
Far (+31-70) 340-3016 


Authorized officer 

Leherte, C 



Form PCT/ISA/210 (second sheet) (July 1992) 



page 1 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



-national Application No 

PCT/FR 96/01095 



C .(Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



GB,A,2 263 111 (SCRAS) 14 July 1993 
see claims 



1-11 



Farm PCT/I&A/210 (continuation of second theet) (July 1992) 



page 2 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 
PCT/FR 96/ 01095 



Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 1 7(2)(a) for the following reasons: 

1. r~vl ClaimsNos.: 

L - flJ because they relate to subject matter nor required to be searched 

Remark: Although claims 1-3 and 5-10 concern a method for treatment 
of the human or animal body, the search has been carried out, based on 
the alleged effects of the product or compound. 

2. Q ClaimsNos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3. ClaimsNos.: 

— because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a) . 



Box n Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1. As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 
searchable claims. 

2. Q^J As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3 . I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
1 — 1 covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4. r n_ No r eq uired addition al search fees were timely paid by the applicant. Consequent ly, this international search report is 
*~ restricted to the invention first mentioned m the clainas;- it is covered-^ 



Remark on Protest | | The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

| | No protest accompanied the payment of additional search fees. 



Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



rational Application No 

PCT/FR 96/01095 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 





1 "3 CkA OO 


NONE 






UD-A-^OOlll 


1 A o*7 no 


AT to 

AT-B- 


401054 


25-06-96 






AT-A- 


256092 


15-10-95 






AU-B- 


664399 


16-11-95 






AU-A- 


3049892 


MM 'M*t MM 

08-07-93 






BE-A- 


1006227 


14-06-94 






CA-A- 


MMM ff* P> ^ V 

2085555 


05-07-93 






CH-A- 


685629 


31-08-95 






DE-A- 


4244539 


08-07-93 






ES-A- 


2052452 


01-07-94 






FR-A- 


2685869 


09-07-93 






FR-A- 


2685916 


09-07-93 






GR-B- 


1001443 


30-12-93 






HK-A- 


22296 


16-02-96 






IT-B- 


1256761 


15-12-95 






JP-A- 


5286916 


02-11-93 






LU-A- 


88208 


15-04-93 






NL-A- 


9300001 


02-08-93 






NZ-A- 


245499 


26-07-95 






PL-B- 


169432 


31-07-96 






PT-A- 


101165 


28-02-94 






SE-A- 


9203825 


05-07-93 






US-A- 


5360925 


01-11-94 






US-A- 


5480999 


02-01-96 






ZA-A- 


9210080 


02-08-93 



Form PCT/1SA/210 (patent family anatx) (July 1992) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



ande Internationale No 

PCT/FR 96/01095 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE 

Clfl 6 A61K31/60 A61K31/405 A61K31/195 A61K31/19 A61K31/155 



Selon la classification Internationale des brevets (CIB) ou a la fois sdon la classification nationale et la C1B 



a DO MA IN E5 SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation mini male consul tee (systcme de classification suivx des symboles de dassement) 

CIB 6 A61K 



D ocumentati on consul tee autre que la documentation minimale dans la mesure ou ces documents rd event des domaines sur lesquels a parte la recherche 



Base de donnees electron! que consul tec au cours de la recherche Internationale (nom de la base de donnees, et si cela est realisable, termes de recherche 
utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categoric * Identification des documents cites, avec, le cas echeant, ('indication des passages pertinents 



na des revcndications visees 



US,A,4 324 801 (MATSUZAKI MEIKI ET AL) 13 
Avril 1982 
voir abrege 

PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

vol. 010, no. 339 (C-385), 15 Novembre 

1986 

& OP, A, 61 143320 (BANYU PHARMACEUT CO 
LTD), 1 Juillet 1986, 
voir abrege 

PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

vol. 006, no. 024 (C-091), 12 Fevrier 1982 

& JP.A.56 147761 (BANYU PHARMACEUT CO 

LTD), 16 Novembre 1981, 

voir abrege 

-/-- 



1-11 



1-11 



1-11 



X I Voir la suite du cadre C pour la fin de la liste des documents 



0 



Les documents de families de brevets font indiques en annexe 



* Categories spcdales de documents cites: 

"A* document defintssant I'ctat general de la technique, non 
consdere comme particulierement pertinent 

"E" document anterieur, mais public a la date de depot international 
ou aprcs cette date 

'V document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priorite ou cite pour determiner ta date de publication d'unc 
autre citation ou pour une raison special e (telle qu'indiquee) 

"O* document se referant a une divulgation orale, a un usage, A 

une exposition ou tous autres moyens 
*P* document publie a van t la d ate de de pot int ernational, mais 
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T document ultericur publie apres la date de depot international ou la 
date de priorite et n'appartcrtcnant pas A l'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principc 
ou la fheorie constituant la base de I' invention 



document particulierement pertinent; l'invention revendiquee oe peut 
ctre consiaeree comme nouvelle ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document considcre isolemcnt 
document particulierement pertinent; ^invention revendiquee 
ne peut ctre const dirte comme impliquant une activite inventive 
lorsque le document est associe A un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette comfainaison etant evidente 
pour une personne du metier 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



D— *inde imernafionaie n* 

PCT/FR 96/01095 



Cadre 1 Observations - lorsqull a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherche 
(suite du point 1 de la premiere feuille) 

Conforntement a l'artide 17.2)a) t certaines revendications n'ont pas fait I'objet d'une recherche pour les motifs suivants: 

1. I X | Les revindication* n™ 

^""^ se rapportent a un objet a 1'egard duquel l'adrfiiiustration n'est pas tenue de proccder a la recherche, a smvoin 

Remarque: Bien que la(les) revendlcation(s) 1-3, 5-10 

concerne(nt) une methode de traitement du corps humaln /animal , 
la recherche a ete effectuee et basee sur les effets imputes 
au produ1t/a la composition. 

2. | [ Les revendications n 01 

se rapportent a. des parties de la demande Internationale qui ne rempiissent pas suffisamment les conditions presences pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectuee, en parucuiier: 



□ 



Les revendications n°* 

sont des revendications dependantes et ne som pas redigces conformement aux dispositions de ta deuxieme et de la 
iroisieme phrases de ta regie 6<4.a). 



Cadre II Observations - lorsqull y a absence d'unite de I'invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'administration charge* de la rec he r c he Internationale a trouve plusieurs inventions dans la demande Internationale, a savotr: 



I Comme toutes les taxes additionnciles ont ete payees dans les delais par le deposant, le present rapport de recherche 
internauonaie porte sur toutes les revendicauons pouvant faire I'objet d'une rech er c he . 



□ 



Comme toutes les recherches portam sur les revendications qui s'y pretatent ont pu etre effeetuees sans effort parucuiier 
juiuTiant une taxe addiuonnelle, 1'administration n'a sollicite le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



Comme une partie seulement des taxes addttionnelles demandees a ete payee dans les delais par le deposanu le present 
rapport de recherche imernauanale ne porte que sur les revendicauons pour lesquetles les taxes ont ete payees, a savoir 
les revendications if*: 



□ Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 
de rec h e rche internauonaie ne porte que sur I'invenuon menuonnee en premier lieu dans les revendications; die est 
_ _^tfyertes.par Jes revendicauons n": 



Remarque quant a la i umj w. | | Les taxes addmormelles etazent accompagnees d'une reserve de la part du deposanu 

j [ Le paiement des taxes addiuonneUes n'etait assorti d'aucune reserve. 
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